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^5 (57) Abstract: The invention relates to a diagnostic method for determining the von Willebrand factor (VWF) cleaving activity of 
ADAMTS-13 in a test medium during which the test medium is mixed with 0.5 to 5 U/ml of a von Willebrand factor (VWF) that does 
^ not contain ADAMTS-13, and after incubation, the ADAMTS-13 activity is determined based on the drop in the VWF-mediated 
^5 aggregation of thrombocytes. 



(57) Zusammenfassung: Es wird ein diagnostisches Verfahren zur Bestimmung der VWF-spaltenden Aktivitat von ADAMTS-13 
in einem Testmedium beschrieben, wobei man das Testmedium mit 0,5 bis 5 U/ml eines ADAMTS-13-freien von WillebrandFaktors 
(VWF) versetzt und nach Inkubation die ADAMTS-13- Aktivitat iiber den Abfall der VWFvermittelten Aggregation von Thrombo- 
zyten feststellt. 
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Verfahren zum Nachweis der von Willebrand-Faktor-spaltenden Protease- 
aktivitat von ADAMTS-1 3 

Gegenstand der Erfindung ist ein diagnostisches Verfahren zum Nachweis der 
5 VWF-spaltenden ADAMTS-1 3-Aktivitat im Blutplasma und anderen Medien. 

Die thrombotische, thrombozytopenische Purpura (TTP) ist eine Erkrankung, 
bei der die klassischen Symptome der Thrombozytopenie, der mikroangiopathi- 
schen, hamolytischen Anamie, neurologische Symptome, NierenfunktionsstO- 

10 rungen und Fieber beobachtet werden. Ungewohnlich groBe Multimere des von 
Willebrand-Faktors (VWF) werden im Plasma von TTP-Patienten gefunden und 
als Ursache fiir die Bildung von VWF- und Thrombozyten-reichen Thromben 
angesehen. Der von Willebrand-Faktor wird von Endothelzellen in Form groBer 
Multimere freigesetzt, die im normalen Plasma durch das Zusammenwirken 

15 einer Reduktase und einer Metalloprotease gespalten werden. 

Es ist auBerdem bereits bekannt, dass ein Mangel an einer spezifischen Metal- 
loprotease, die den VWF zwischen den Peptidbindungen Tyr842 und Met843 
spaltet, bei Patienten mit angeborener und erworbener TTP beobachtet wird. 
20 Diese Metalloprotease wurde kurzlich als ein neues Mitglied der ADAMTS (a. 
disintegrin and metalloprotease with thrombospondin motifs)-Familie identifiziert 
und als ADAMTS-1 3 bezeichnet (1-3). 

Die VWF-spaltende Proteaseaktivitat von ADAMTS-1 3 wird im folgenden ledig- 
25 lich als ADAMTS-1 3-Aktivitat bezeichnet. Die ADAMTS-1 3-Aktivitat wird norma- 
lerweise durch Inkubation einer, mit Harnstoff oder Guanidiumhydrochlorid be- 
handelten, VWF-Probe mit verdunntem Plasma bei niedriger lonenstarke ge- 
messen. Der Nachweis der Proteolyse erfolgt durch eine Multimeranalyse mit- 
tels der SDS-Agarosegelelektrophorese oder durch Bruchstiickanalyse mit 
30 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und anschlieBendem Immun-Blotting, 
also dem Nachweis der Proteine auf einer Cellulosemembran mittels der Anti- 
gen-Antikdrper-Reaktion (4, 5). Der ADAMTS-1 3-katalysierte Abbau des von 
Willebrand-Faktors kann auch durch die Messung der Kollagen- 

BESTATIGUNGSKOPIE 
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Bindungsaktivitat des VWF (WO-A 00/50904) oder durch einen spezifischen, 
zweiseitigen ELISA-Nachweis (6) ermittelt werden. Kurzlich ist auch ein rekom- 
binanter, monomerer VWF, der am N-Terminus mit einem griinfluoreszierenden 
Protein markiert worden ist, zur Bestimmung der Proteolyse beschrieben wor- 
5 den (7). 

Die herkommlichen elektrophoretischen Verfahren sind nur in spezialisierten 
Forschungslabors ausfuhrbar, da die DurchfGhrung der Teste spezielle Labor- 
ausrustung und die notwendige Expertise benotigt. Der Kollagenbindungstest 

10 (WO-A 00/50904) und der spezifische ELISA (6) zum Nachweis der proteolyti- 
schen Aktivitat von ADAMTS-13 vereinfachen die ADAMTS-1 3-Aktivitatsbestim- 
mung, konnen jedoch ebenfalls nur in Labors durchgefuhrt werden, welche uber 
die entsprechende Ausrustung und das notwendige Know-how verfugen. Bei 
dem zweiseitigen ELISA werden zudem spezifische monoklonale Antikorper 

15 benotigt, welche nur wenigen Labors zur Verfugung stehen, da sie nicht kom- 
merziell erhaltlich sind. Es stellte sich daher die Aufgabe, ein einfaches Verfah- 
ren fur die Bestimmung der ADAMTS-1 3-Aktivitat zu entwickeln. Dieses neuar- 
tige Verfahren sollte eine zuverlassige und zeitnahe Quantifizierung der 
ADAMTS-1 3-Aktivitat im Blutplasma und anderen Korperflussigkeiten (z. B. 

20 Blutserum, Speichel) und anderen Medien erlauben. Es sollte in jedem klini- 
schem Routine-Gerinnungslabor anwendbar sein, ergo keine spezielle Labor- 
ausrustung, besonderes technisches Know-how oder nicht kommerziell erhaJtli- 
che Reagenzien benotigen. Das neuartige Verfahren sollte zudem eine mog- 
lichst weitreichende Automatisierung im Gerinnungsautomaten zulassen, um 

25 einen hohen Probendurchsatz mit niedrigem ArtDeitskostenaufwand zu ermdgli- 
chen. Da sich inzwischen gezeigt hat, dass auch bei anderen Krankheiten als 
bei TTP geringe ADAMTS-13-Aktivitaten zu beobachten sind (8), sollte ein der- 
artiges Verfahren die Differenzierung zwischen dem fur die TTP charakteristi- 
schen schweren ADAMTS-1 3-Mangel und dem milden ADAMTS-1 3-Mangel 

30 ermdglichen. Eine fruhzeitige Diagnose und damit eine schnelle Einleitung der 
Plasmapherese-Therapie determiniert im wesentlichen den klinischen Verlauf 
der oft lebensbedrohlichen TTP-Episode. Das neuartige Verfahren sollte aus 
diesem Grunde eine schnelle und moglichst flachendeckende Bestimmung der 
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ADAMTS-1 3-Aktivitat ermoglichen. Die zeitnahe Bestimmung der ADAMTS-1 3- 
Aktivitat ist auch aufgrund alternativer Therapieoptionen unerlasslich. Insbe- 
sondere sollte das Verfahren einen schnellen Nachweis eines Inhibitors gegen 
ADAMTS-13 bzw. die Bestimmung des Inhibitortiters ermoglichen, da sich dar- 
5 aus verschiedene Therapiemoglichkeiten (z. B. Rituximab Oder Immunadsortpi- 
on) ergeben. Das Verfahren sollte insbesondere auch eine Differenzierung zwi- 
schen congenitaler und erworbener TTP erlauben. Eine zeitnahe und routinefa- 
hige Bestimmung der ADAMTS-1 3-Aktivitat ist daruber hinaus die Vorrauset- 
zung fiir den Einsatz der potentiell verfugbaren, rekombinanten ADAMTS-13 

10 (W0242441). Das Verfahren sollte nicht nur eine zeitnahe Diagnose und Ober- 
wachung der Therapie von TTP-Patienten gestatten, sondern zudem eine zu- 
verlassige Quantifizierung der ADAMTS-1 3-Aktivitat in beliebigen Medien er- 
lauben. Da ADAMTS-13 ein wichtiger Regulator fur den VWF darstellt und da- 
mit einen bedeutender Faktor fiir die Hamostase darstellt, sollte das neuartige 

15 Verfahren in mannigfaltigen Studien zur Bedeutung der ADAMTS-1 3- 
katalysierten Proteolyse des VWF bei Gesunden und Patienten mit unterschied- 
lichen Erkrankungen anwendbar sein. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, dass sich die ADAMTS-1 3-katalysierte 
20 Proteolyse des VWF durch dessen Fahigkeit zur Aggregation von Thrombozy- 
ten detektieren lasst. Die Spaltung des VWF durch ADAMTS-13 fuhrt zu einer 
Verkurzung der VWF-Multimere. Die Fahigkeit des VWF zur Aggregation von 
Thrombozyten wird im wesentlichen von der Lange der Multimeren bestimmt. 
Je groBer die VWF-Multimere sind, desto hdher ist ihre Bindungskapazitat fiir 
25 Thrombozyten. Dieser Zusammenhang wurde in dem erfindungsgemassen Ver- 
fahren ausgenutzt, urn die ADAMTS-1 3-Aktivitat zu bestimmen. 

Die Erfindung betrifft dementsprechend ein diagnostisches Verfahren zur Be- 
stimmung der VWF-spaltenden Aktivitat von ADAMTS-13 in einem Testmedi- 
30 urn, wobei man das Testmedium mit 0,5 bis 5 U/ml eines ADAMTS-1 3-freien 
von Willebrand-Faktors (VWF) versetzt und nach Inkubation die ADAMTS-1 3- 
Aktivitat uber den Abfall der VWF-vermittelten Aggregation von Thrombozyten 
feststellt. 
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Testmedium im Sinne der Erfindung sind alle Korperflussigkeiten wie z. B. Blut- 
plasma, Blutserum, Speichel und Liquor und andere Testmedien wie z. B. Zell- 
kulturuberstand Oder Zellextrakte. 

5 Das Testmedium wird mit einem ADAMTS-13-freien VWF versetzt, welcher im 
folgenden als VWF-Substrat bezeichnet wird. Als VWF-Substrat wird bevorzugt 
ein hochgereinigter, plasmatischer VWF verwendet, welcher das fur Normal- 
plasma typische Multimerenmuster aufweist und frei von endogener ADAMTS- 
13-Aktivitat ist. Es kdnnen allerdings auch verschiedene andere VWF-Substrate 
10 verwendet werden, welche keine ADAMTS-13-Aktivitat aufweisen wie z. B. re- 
kombinanter VWF, VWF aus Zellkulturiiberstand Oder plasmatischer VWF, bei 
welchem die ADAMTS-13-Aktivitat Irreversibel gehemmt worden ist. 

Das typische Multimerenmuster eines hochgereinigten, plasmatischen VWF ist 

15 in Figur 1 A in der ersten Spalte dargestellt. Die nachfolgenden 7 Spalten zei^ 
gen den zeitabhSngigen Verlust der hochmolekularen VWF-Multimere durch die 
ADAMTS-13-katalysierte Proteolyse. Dazu wurde einem Testansatz nach den 
in Figur 1 A angegebenen Inkubationszeiten (0.5 - 22 h) eine Probe entnom- 
men und die Reaktion durch Zugabe von EDTA gestoppt. Nachfolgend wurden 

20 die Proben gemaB ublicher Standardmethoden durch SDS-Agarosegelelektro- 
phorese aufgetrennt und durch anschlieSendes Immun-Blotting dargestellt. 
Zudem wurden dem Reaktionsansatz nach den entsprechenden Inkubationszei- 
ten eine Probe fur die Bestimmung der funktionalen Aktivitat des VWF entnom- 
men. Dazu wurde die Fahigkeit des VWF zur Aggregation von Bluplattchen in 

25 Gegenwart von Ristocetin bestimmt, welche gemeinhin als Ristocetin-Kofaktor- 
Aktivitat bezeichnet wird (RCo). Die Bestimmung der RCo-Aktivitat erfolgte mit 
dem kommerziell erhaltlichem sogenannten BC von Willebrand-Reagenz von 
Dade Behring (Marburg, Deutschland). Die so gemessene RCo-Aktivitat der 
entsprechenden Proben ist unter den Spalten des Immun-Blottings in Figur 1 A 

30 angegeben. Es ist ersichtlich, dass der zeitabhangige ADAMTS-1 3-katalysierte 
Verlust der hochmolekularen VWF-Multimere zu einem deutlichen Verlust der 
RCo-Aktivitat von 357 % am Anfang der Reaktion bis zu 13 % nach 22 Stunden 
Inkubationszeit fuhrt. Die Figur 1 B illustriert nochmals diesen zeitabhangigen 
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ADAMTS-13-katalysierten Verlust der RCo-Aktivitat des zugegebenen VWF- 
Substrates in dem Reaktionsmedium. 

Im allgemeinen geht man bei dem erfindungsgemaJ3en Verfahren so vor, dass 
5 man 0,5 - 5 U/ml, bevorzugt 1 - 3 U/ml, eines ADAMTS-13-freien von Wille- 
brand-Faktors (VWF) mit dem verdunnten Testmedium, z. B. Blutplasma ver- 
setzt. Das Testmedium sollte dabei so verdunnt sein, dass der endogene VWF 
vernachlassigbar ist, d. h. er Idst keine detektierbare Aggregation von Throm- 
bozyten aus. ADAMTS-13-freier VWF und das verdunnte Testmedium werden 

10 dann ausreichend lange, vorzugsweise 0,1 -24 Stunden, besonders bevorzugt 
6-15 Stunden, inkubiert. Nach vorliegenden Untersuchungen erscheint es so- 
gar moglich, die Inkubationszeit auf 0,5 - 6 Minuten, vorzugsweise 1 bis 3 
Minuten, zu reduzieren. Diese Inkubation erfolgt zweckmaBigerweise in einem 
niedrig-molaren Reaktionspuffer (z. B. 5 - 20 mmol/l TRIS-HCI, pH8) und bevor- 

15 zugterweise in Gegenwart von zweiwertigen Kationen, z. B. Ba 2+ Oder Ca 2+ , 
eines Serinproteaseinhibitors, z. B. PefaBlocSC, und Hamstoff. Die bevorzugte 
Konzentration an zweiwertigen Kationen im Reaktionsmedium betragt 5 bis 15 
mmol/l, besonders bevorzugt 7 - 9 mmol/l. Die bevorzugte Konzentration an 
Pefabloc im Reaktionsmedium betragt 0,5 bis 6,5 mmol/l, besonders bevorzugt 

20 0,75 mmol/l. Die bevorzugte Konzentration von Hamstoff im Reaktionsmedium 
betragt 0,5 bis 3 mol/l, besonders bevorzugt 1 ,5 mol/l. Nach der ausreichenden 
Inkubation wird die verbliebene Fahigkeit des VWF-Substrates zur Aggregation 
von Thrombozyten bestimmt. Diese kann beispielsweise anhand der Ristocetin- 
Kofaktoraktivitat (welche die VWF vermittelte Aggregation der Thrombozyten in 

25 Gegenwart von Ristocetin beschreibt), vorzugsweise mit dem kommerziell er- 
haltlichen BC von Willebrand-Reagenz von Dade Behring (Marburg, Deutsch- 
land), gemessen werden und erfolgt bevorzugt automatisiert an einem Gerin- 
nungsautomaten. Dazu wird das Reaktionsmedium mit einer bestimmten Men- 
ge von Thrombozyten und Ristocetin versetzt. Die bevorzugte Konzentration 

30 von Butplattchen im Testansatz betragt 1000000 bis 100000 Thrombozyten/uJ, 
besonders bevorzugt 500000 bis 200000 Thrombozyten/nl. Die bevorzugte 
Konzentration von Ristocetin im Testansatz betragt 0.5 bis 3 mg/ml, besonders 
bevorzugt 1 bis 2 mg/ml. Das VWF-Substrat im Reaktionsmedium verursacht in 
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Gegenwart von Ristocetin eine Aggregation der Thrombozyten. Die ablaufende 
Aggregation vermindert die Trubung des Reaktionsansatzes. Durch Messung 
der optischen Dichte kann somit die Fahigkeit des VWF-Substrates zur Throm- 
bozytenaggregation quantifiziert wird. Die so bestimmte verbliebene Ristocetin- 
5 Kofaktor-Aktivitat des VWF-Substrates im Reaktionsmedium ist abhangig von 
der ADAMTS-1 3-Aktivitat in dem Testmedium. Je mehr ADAMTS-1 3-Aktivitat 
im Testmedium vorliegt, desto mehr wird das zugegebene VWF-Substrat abge- 
baut und verliert seine Fahigkeit zur Aggregation von Thrombozyten. Fur eine 
Eichung wird humanes Normalplasma verwendet, welches mit variierenden 

10 Mengen inaktiviertem (die Aktivitat von ADAMTS-13 ist inaktiviert) humanem 
Normalplasma verdunnt ist. Die Inaktivierung kann beispielsweise mittels Erhit- 
zung erfolgen. Dieser Zusammenhang ist in Figur 2 dargestellt. Die x-Achse 
zeigt die verschiedenen Verdunnungen des humanen Normalplasmas (1:21- 
Verdiinnung = 100%). Die y-Achse zeigt die Fahigkeit der entsprechenden Pro- 

15 be zur Aggregation von Thrombozyten in Gegenwart von Ristocetin, gemessen 
in Extinktionsabnahme in 90 Sekunden (mE/1,5 min). Die VerdQnnung des 
Normalplasmas fuhrt zu einem limitierten Verlust an ADAMTS-1 3-Aktivitat in der 
Testprobe, wobei die 1:21 -VerdQnnung als 100 % definiert wurde. Unter den 
Bedingungen des erfindungsgemaBen Verfahrens determiniert der Gehalt an 

20 ADAMTS-1 3 im Testmedium die Ristocetin-Kofaktor-Aktivitat des Substrates im 
Reaktionsmedium. Der Zusammenhang zwischen ADAMTS-1 3-Aktivitat im 
Testmedium und Ristocetin-Kofaktor-Aktivitat im Reaktionsmedium kann durch 
eine Gleichung folgender Art beschrieben werden: y=A+(D-A)/(1+e < B *<°- X >), (be- 
rechnet mit Easy fit, version 5.14, Software von Tecan, Basel, Switzerland). Die 

25 Bestimmung der Ristocetin-Kofaktor-Aktivitat des VWF erfolgt iiblicherweise im 
Plasma (DE 199 64 109 A 1) und ist ein gangiger und schneller Test in jedem 
gut ausgestatteten Routine-Gerinnungslabor. Die erfolgreiche Anwendung des 
Testes im erfindungsgemaBen Verfahren ist insbesondere uberraschend, da 
hier die RCo-Aktivitat eines VWF-Substrates in einem sehr unphysioloigschen 

30 Reaktionsmedium mit niedriger Pufferkonzentration und in Gegenwart von ei- 
nem Serinproteaseinhibitor und Harnstoff gemessen wird. Ublicherweise dient 
der RCo-Aktivitatstest zur Bestimmung der RCo-Aktivitat in einer gegebenen 
Plasmaprobe. In dem erfindungsgemaBen Verfahren wird stattdessen das 
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Plasma (bzw. das entsprechende Testmedium) soweit verdiinnt, dass der en- 
dogene VWF keine detektierbare Aggregation der Thrombozyten ausldsen 
kann, d. h. die endogene RCo-Aktivitat < 2.5% ist. Dem so verdunnten Plasma 
wird unter den beschriebenen Bedingungen ein exogener ADAMTS-13-freier 
5 VWF zugesetzt, welcher durch die ADAMTS-1 3-Aktivitat in der verdunnten 
Plasmaprobe abgebaut wird. Der Abbau des exogenen VWF-Substrates wird 
mittels Bestimmung der RCo-Aktivitat quantifiziert. Die neuartige Verwendung 
eines bekannten, weit verbreiteten und routinefahigen Testes in dem erfin- 
dungsgemaBen Verfahren erlaubt die Anwendung des Verfahrens in jedem gut 
10 ausgestatteten Routine-Gerinnungslabor. 

Schematisiert kann das erfindungsgemaBe Verfahren beschrieben werden als 
Einwirkung der im Testmedium vorhandenen ADAMTS-13 auf ein 
ADAMTS-13-freies VWF-Substrat und damit Verandern der VWF- 
15 Aktivitat (VerkQrzen der VWF-Multimeren) 

Messen der veranderten VWF-Aktivitat durch Bestimmung der VWF- 
vermittelten Aggregation von Thrombozyten in Gegenwart von Risto- 
cetin 

Gleichsetzen des AusmaBes der Reduzierung der VWF-Aktivitat mit 
20 der ADAMTS-1 3-Aktivitat des Testmediums. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann aber auch umgekehrt werden: 

Aggregation von Thrombozyten durch ADAMTS-1 3-freien VWF in 
Gegenwart oder Abwesenheit von Ristocetin 
25 - Inkubation mit Testmedium, welches ADAMTS-1 3 enthaJt 

Dadurch Verandern der VWF-Aktivitat, welches zur Dissoziation der 
Thrombozytenaggregate fuhrt 

Gleichsetzen des AusmaBes der Dissoziation mit der ADAMTS-1 3- 
Aktivitat des Testmediums. 



In einer speziellen AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens kann 
das ADAMTS-1 3-freie VWF-Substrat auch an eine Festphase, z. B. eine Mikro- 
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titerplatte, oder einen Mikropartikel, z. B. uber einen spezifischen Bindungspart- 
ner, assoziiert sein. 

Der Begriff "Festphase" im Sinne dieser Erfindung beinhaltet einen Gegen- 
5 stand, der aus porosem und/oder nicht porosem, in der Regel wasserunlosli- 
chem Material besteht und die unterschiedlichsten Formen aufweisen kann wie 
z. B. GefaB, Rohrchen, Mikrotitrationsplatte, Kugel, Mikropartikel, Stabchen, 
Streifen, Filter- oder Chromatographiepapier etc. In der Regel ist die Oberflache 
der Festphase hydrophil oder kann hydrophil gemacht werden. Die Festphase 
1 0 kann aus den unterschiedlichsten Materialien bestehen wie z. B. aus an- 
organischen und/oder aus organischen Materialien, aus synthetischen, aus na- 
turlich vorkommenden und/oder aus modifizierten naturlich vorkommenden Ma- 
terialien. Beispiele fur Festphasenmaterialien sind Polymere wie z. B. Zellulose, 
Nitrozellulose, Zelluloseacetat, Polyvinylchlorid, Polyacrylamid, vernetzte Dex- 
15 tranmolekule, Agarose, Polystyrol, Polyethylen, Polypropylen, Polymethacrylat 
oder Nylon; Keramik; Glas; Metalle, insbesondere Edelmetalle wie Gold und 
Silber; Magnetit; Mischungen oder Kombinationen derselben; etc. Auch Zellen, 
Liposomen oder Phospholipidvesikel sind vom Begriff Festphase miterfasst. 

20 Die Festphase kann einen Uberzug aus einer oder mehreren Schicht/en aufwei- 
sen, z. B. aus Proteinen, Kohlehydraten, lipophilen Substanzen, Biopolymeren, 
organischen Polymeren Oder Mischungen hiervon, um beispielsweise die un- 
spezifische Bindung von Probenbestandteilen an die Festphase zu unterdrOc- 
ken oder zu verhindern oder um beispielsweise Verbesserungen zu erreichen 

25 hinsichtlich der Suspensionsstabilitat von partikularen Festphasen, der Lager- 
stabilitat, der formgebenden Stabilitat oder der Resistenz gegen UV-Licht, Mi- 
kroben oder sonstige zerstorend wirkender Agenzien. 

Unter dem Begriff "Mikropartikel" sind im Sinne dieser Erfindung Teilchen zu 
30 verstehen, die einen ungefahren Durchmesser von wenigstens 20 nm und nicht 
mehr als 20 um aufweisen, Qblicherweise zwischen 40 nm und 10 \xm, bevor- 
zugt zwischen 0,1 und 10 nm, besonders bevorzugt zwischen 0,1 und 5 nm, 
ganz besonders bevorzugt zwischen 0,15 und 2 \im. Die Mikropartikel konnen 
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regelmaBig Oder unregelmaBig geformt sein. Sie konnen Kugeln, Spheroide, 
Kugeln mit mehr oder weniger groBen Kavitaten Oder Poren darstellen. Die Mi- 
kropartikel konnen aus organischem, aus anorganischem Material oder aus ei- 
ner Mischung oder Kombination von beiden bestehen. Sie konnen aus einem 

5 pordsen oder nicht porosen, einem schwellfahigen oder nicht schwellfahigen 
Material bestehen. Prinzipiell konnen die Mikropartikel jegliche Dichte haben, 
bevorzugt sind jedoch Partikel mit einer Dichte, die der Dichte des Wassers na- 
hekommt wie etwa 0,7 bis etwa 1 ,5 g/ml. Die bevorzugten Mikropartikel sind in 
wassrigen Losungen suspendierbar und moglichst lange suspensionsstabii. Sie 

10 mdgen durchsichtig, teilweise durchsichtig oder undurchsichtig sein. Die Mi- 
kropartikel konnen aus mehreren Schichten bestehen wie beispielsweise die so 
genannten "core-and-sheir-Partikel mit einem Kern und einer oder mehreren 
umhullenden Schicht/en. Der Begriff Mikropartikel umfasst beispielsweise Farb- 
stoffkristalle, Metallsolen, Silica-Partikel, Glaspartikel, Magnetpartikel, Partikel 

15 mit chemolumineszierenden und/oder fluoreszierenden Substanzen, Polymer- 
teilchen, Oltropfen, Lipidpartikel, Dextran und Proteinaggregate. Bevorzugte 
Mikropartikel sind in wassrigen Losungen suspendierbare und aus wasserun- 
loslichem Poly mermate rial bestehende Partikel, insbesondere aus substituier- 
ten Polyethylenen. Ganz besonders bevorzugt sind Latexpartikel z. B. aus Poly- 

20 styrol, Acrylsaurepolymeren, Methacrylsaurepolymeren, Acrylnitril-Polymeren, 
Acrylnitril-Butadien-Styrol, Polyvinylacetat-Acrylat, Polyvinylpyridin, Vinylchlorid- 
Acrylat. Von besonderem Interesse sind Latexpartikel mit reaktiven Gruppen an 
ihrer Oberflache wie beispielsweise Carboxyl-, Amino- oder Aldehydgruppen, 
die eine kovalente Bindung z. B. von spezifischen Bindungspartnern an die La- 

25 texpartikel erlauben. Die Herstellung von Latexpartikeln ist beispielsweise in EP 
0 080 614, EP 0 227 054 und EP 0 246 446 beschrieben. 

Ein Mikropartikel kann einen Uberzug aus einer oder mehreren Schicht/en auf- 
weisen, z. B. aus Proteinen, Kohlehydraten, Biopolymeren, organischen Poly- 
30 meren oder Mischungen hiervon, urn beispielsweise die unspezifische Bindung 
von Probenbestandteilen an die Partikeloberflache zu unterdrucken oder zu 
verhindern oder urn beispielsweise Verbesserungen zu erreichen hinsichtlich 
der Suspensionsstabilitat der Mikropartikel, der formgebenden Stabilitat oder 
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der Resistenz gegen UV-Licht, Mikroben Oder sonstige zerstdrend wirkende 
Agenzien. So kann dieser Uberzug insbesondere aus Proteinschichten oder 
Polymerschichten wie z. B. Cyclodextrine, Dextrane, Hydrogele, Albumin oder 
Polyalbumine bestehen, die z. B. kovalent oder adsortiv auf die Mikropartikel 
5 aufgebracht wurden. 

Der Begriff "assoziiert" umfasst beispielsweise eine kovalente und eine nicht- 
kovalente Bindung, eine direkte und eine indirekte Bindung, die Adsorption an 
eine Oberflache und den Einschluss in eine Vertiefung oder einen Hohlraum 

10 etc.. Ublicherweise spricht man von einer kovalenten Bindung zwischen zwei 
MolekOlen, wenn wenigstens ein Atomkern des einen Molekuls Elektronen mit 
wenigstens einem Atomkern des zweiten Molekuls teilt. Beispiele fur eine nicht- 
kovalente Bindung sind die Oberfiachenadsorption, der Einschluss in Hohl- 
raume Oder die Bindung von zwei spezifischen Bindungspartnern. Neben einer 

15 direkten Bindung kann der zu bindende Gegenstand auch indirekt uber spezifn 
sche Wechselwirkung mit spezifischen Bindungspartnern an die Festphase ge- 
bunden sein. 

Unter einem "spezifischen Bindungspartner" ist ein Mitglied eines spezifischen 
20 Bindungspaars zu verstehen. Bei den Mitgliedern eines spezifischen Bindungs- 
paars handelt es sich um zwei Molekule, die jeweils mindestens eine zu einer 
Struktur des anderen Molekuls komplementare Struktur aufweisen, wobei die 
beiden Molekule sich uber eine Bindung der komplementaren Strukturen zu 
binden vermogen. Der Begriff Molekul umfasst auch Molekulkomplexe wie z. B. 
25 Enzyme, die aus Apo- und Coenzym bestehen, Proteine, die aus mehreren Un- 
tereinheiten bestehen, Lipoproteine, bestehend aus Protein und Lipiden etc.. 
Spezifische Bindungspartner konnen naturlich vorkommende, aber auch z. B. 
mittels chemischer Synthese, mikrobiologischer Techniken und/oder gentech- 
nologischer Verfahren hergestellte Substanzen sein. Zur Illustration des Begriffs 
30 spezifischer Bindungspartner, aber nicht als Einschrankung zu verstehen, sind 
z. B. zu nennen: Thyroxinbindendes Globulin, steroidbindende Proteine, Anti- 
korper, Antigene, Haptene, Enzyme, Lektine, Nukleinsauren, Repressoren, Oli- 
go- und Polynukleotide, Protein A, Protein G, Avidin, Streptavidin, Biotin, Kom- 
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plementkomponente C1q, nukleinsaurebindende Proteine, etc.. Spezifische Bin- 
dungspaare sind beispielsweise: Antikdrper-Antigen, Antikorper-Hapten, Opera- 
tor-Repressor, Nuclease-Nukleotid, Biotin-Avidin, Lektin-Polysaccharid, Steroid- 
steroidbindendes Protein, Wirkstoff-Wirkstoffrezeptor, Hormon-Hormonrezeptor, 
5 Enzym-Substrat, IgG-Protein A, komplementare Oligo- Oder Polynukleotide, 
etc.. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform des Verfahrens kann dieses auch unter Ein- 
wirkung von Scherkraften z. B. in einem flieBenden Medium durchgefuhrt wer- 
10 den. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Diagnose-Kit, enthaltend einen ADAMTS-1 3- 
freies VWF-Substrat, Thrombozyten und gegebenenfalls Ristocetin. 

1 5 Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung eines Reagenzes zum Nacl> 
weis der VWF-Aktivitat zum Nachweis der Aktivitat von ADAMTS-1 3. 

Im Folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen naher erlautert: 
Beispiele 

20 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wurde ausfuhrlich mit der bisher angewen- 
deten Immun-Blotting-Methode verglichen. Das erfindungsgemaBe Diagnose- 
verfahren wurde zur Ermittlung der ADAMTS-1 3- Aktivitat an 14 TTP-Patienten 
wahrend akuter Anfalle, im Verlauf der Therapie und in Remission, auBerdem 
25 an 80 gesunden Probanden sowie an 23 Patienten mit Thrombozytopenie 
und/oder Hamolyse und an 14 Patienten mit dem Antiphospholipidsyndrom 
(APS) eingesetzt. 

1. Plasmaproben 

30 

Mit Zitrat versetzte Plasmaproben wurden von 14 Patienten bei 22 akuten TTP- 
Anfallen vor dem Plasmaaustausch mit frischgefrorenem Plasma gewonnen. 
Die anfangliche Diagnose basierte auf klinischen Symptomen (vor allem neuro- 
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logischen Stdrungen) und Laborbefunden wie schwerer Thrombozytopenie und 
dem Nachweis einer mikroangiopathischen, hamolytischen Anamie. Von 11 
Patienten wurden auch Plasmaproben in Remission gewonnen. Von 10 Pat- 
einten konnte auch Blut wahrend der Plasmaaustauschtherapie erhalten war- 
den. AuBerdem wurden Plasmaproben von 23 Patienten mit akuter Thrombozy- 
topenie und/oder Hamolyse, 14 Patienten mit Antiphospholipid-Syndrom und 80 
gesunden Probanden analysiert. Thrombozytenarmes Plasma wurde durch 
Zentrifugation Qber 40 Minuten bei 4 °C und 2500 g hergestellt. Der Uberstand 
wurde anschlieBend bei -20 °C bis zum Gebrauch gelagert. 

2. Bestimmung der ADAMTS-1 3- Aktivitat durch das erfindungsgemafte 
Verfahren 



Plasmaproben wurden 1:21 mit 5 mM Tris-HCL-Puffer, pH 8, der 12,5 mM Bari- 

15 umchlorid (BaCk) und 1 mM PefaBloc SC, einem Inhibitor von Serumproteasen 
(AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany) verdunnt und dann 5 Minuten bei 
37 °C zur Aktivierung der Protease inkubiert. Als Substrat wurde ein gereinigter 
VWF (Concendre de Facteur Willebrand Humain Tres Haute Purite, LFB Fran- 
ce) eingesetzt. Das Konzentrat, welches frei von dedektierbarer ADAMTS-1 3- 

20 Aktivitat war, wurde mit aqua ad iniectabilia auf eine Konzentration von 100 
U/ml rekonstituiert, aufgeteilt und bei -20 °C bis zu Verwendung gelagert. Vor 
der Einwirkung der Protease wurde das Substrat aufgetaut, im Verhaltnis 1:20 
mit 5 M Harnstoff in 5 mM Tris-HCL, pH 8, verdunnt und 5 Minuten bei Raum- 
temperatur inkubiert. Dann wurden 100 pi der Substratlosung zu 210 pi ver- 

25 diinntem Plasma gegeben und uber Nacht bei 37 °C einwirken gelassen. Da- 
nach wurde die restliche Ristocetin-Kofaktor-Aktivitat des zugegebenen VWF- 
Sustrates im Reaktionsmedium mit dem kommerziellen, so genannten BC von 
Willebrand-Reagenz von Dade Behring (Marburg, Deutschland) ermittelt. Die 
ADAMTS-1 3- Aktivitat einer von 80 offensichtlich gesunden, erwachsenen Per- 

30 sonen gewonnenen Plasmamischung in einer Verdunnung von 1:21 wurde als 
100 % definiert. Zur Eichung wurden Reihenverdunnungen des Plasmapools 
von 1 :2 bis 1 :32 mit hitzebehandeltem Plasmapool hergestellt. Fur die Hitzebe- 
handlung wurde der Plasmapool 30 min bei 60 °C inkubiert und anschlieBend 5 
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min bei 13000 UPM (Biofuge A, Heraeus) zentrifugiert, um Proteinaggregate zu 
sedimentieren. Das so behandelte Plasma enthielt keine detektierbare 
ADAMTS-13-Aktivitat. Die verschiedenen Verdunnungen wiesen somit definier- 
te, prozentuale Mengen an ADAMTS-13-Aktivitat auf. Die so gewonnene Eich- 

5 kuive ist in Figur 2 dargestellt. Auf der x-Achse sind die verschiedenen Verdun- 
nungen des Normalplasmapools aufgetragen, die definitionsgemaB 200 bis 0 % 
ADAMTS-13-Aktivitat aufweisen. Die y-Achse zeigt die Fahigkeit der entspre- 
chenden Probe zur Aggregation von Thrombozyten in Gegenwart von Ristoce- 
tin, gemessen in Extinktionsabnahme wahrend der Messzeit von 90 Sekunden 

10 (mE/1.5min). 

3. Bestimmung der AD AMTS-1 3- Akti vitat durch die Immun-Blotting- 
Methode (Vergleichsbeispiel) 

15 Zur Messung der ADAMTS-13-Aktivitat durch die Immun-Blotting-Methode wur- 
de eine Variante der zuerst von Furlan et al. und Tsai (4, 5) beschriebenen Me- 
thode verwendet. Plasmaproben wurden im Verhaltnis 1 :5 mit 5 mM Tris-Puffer, 
pH 8 einschlieBlich 12,5 mM BaCI 2 und 1 mM PefaBloc SC verdunnt und die 
Aktivierung und Einwirkung der Protease in gleicher Weise durchgef uhrt, wie es 
20 fur das erfindungsgemaBe Verfahren beschrieben ist. Die Reaktion wurde durch 
Zugabe von Dinatrium-EDTA bis zu einer Endkonzentration von 23,5 mM ge- 
stoppt. Die Multimeranalyse wurde durch SDS-Elektrophorese auf einer 1,4%- 
igen Agarose (Seakem HGT von Biozym Diagnostics, Hess, Oldenburg, 
Deutschland) durchgefuhrt und zum Immun-Blotting wurde ein mit Peroxidase 
25 konjugierter Anti-VWF-Antikorper (P0226 von Dako-Glostrup, Danemark) ein- 
gesetzt. Zur quantitation Bestimmung wurden Reihenverdunnungen von nor- 
malem Plasma getestet, wie es bereits vorstehend beschrieben ist. Die Ergeb- 
nisse eines beispielhaften Testes nach der Immun-Blotting Methode sind in Fi- 
gur 3 abgebildet. Fur die Eichung wurde verschiedene Verdunnung (1 :5 bis 
30 1 :1 60) eines humanen Normalplasmas mit VWF-Substrat versetzt. Die Verdun- 
nungen enthalten definitionsgemaB 100 bis 0 % ADAMTS-1 3-Aktivitat (Spalten 
1-7; 1:5 VerdQnnung = 100%). Die Spalten 8-10 zeigen Plasmaproben von Pa- 



WO 2004/005451 




'CT7EP2003/007080 



tienten mit TTP. Die ADAMTS-1 3-Aktivitat der Testproben wird anhand der Ei- 
chung in den Spalten 1-7 abgeschatzt. 

4. Inhibitortest 

5 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann auch fur die Bestimmung der inhibitori- 
schen Aktivitat gegen ADAMTS-1 3 verwendet werden. Die Bestimmung der 
inhibitorischen Aktivitat gegen ADAMTS-1 3 ist insbesondere fur die Unterschei- 
dung zwischen congenitaler und erworbener TTP von entscheidender klinischer 

10 Bedeutung. Des weiteren ist der Nachweis eines Inhibitors bzw. die Bestim- 
mung des Inhibitortiters fur die Entscheidung uber alternative Therapieoptionen 
(z. B. Rituximab Oder Immunadsortpion) unerlasslich. Zur Testung der inhibitori- 
schen Aktivitat gegen ADAMTS-1 3 wurden Plasmaproben, entweder rein Oder 
verdunnt mit hitzbehandeltem Plasmapool, mit gleichen Anteilen Normalplas- 

15 mas gemischt. Zum Vergleich wurde das Normalplasma 1:1 mit hitzebehandel^ 
tern Plasmapool gemischt. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 37 °C 
wurde in den Mischungen die ADAMTS-1 3-Aktivitat mit der erfindungsgema- 
Ben Methode bzw. der bisher ublichen Immun-Blotting-Methode bestimmt. Die 
ADAMTS-1 3-Aktivitat der Testprobe wurde durch die Aktivitat der Vergleichsmi- 

20' schung geteilt und mit 100 multipliziert, urn die Restaktivitat der ADAMTS-1 3- 
Aktivitat zu ermitteln. Zur quantitativen Bestimmung wurden Proben mit einer 
Restaktivitat von 25 bis 75 % ausgewahlt und die Menge des Inhibitors, wie es 
fur Inhibitoren des Blutgerinnungsfaktors VIII beschrieben ist, ermittelt (8). Eine 
Probe, die eine Inhibition der normalen ADAMTS-1 3-Aktivitat von 50 % verur- 

25 sacht, enthielt definitionsgemaB 1 U/ml Inhibitor. 

5. Ergebnisse 

Richtiakeit und Wiederholbarkeit des erfindungsgemaBen Verfahrens 

30 

Die Richtigkeit des erfindungsgemaBen Verfahrens wurde bewiesen, indem 282 
Plasmaproben von Patienten und gesunden Personen sowohl nach der her- 
kommlichen Immun-Blotting-Methode als auch nach dem erfindungsgemaBen 
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Verfahren getestet wurden. Die Ergebnisse sind in Figur 4 dargestellt. Die Er- 
gebnisse der Immun-Blotting-Methode sind dabei in folgende Kategorien einge- 
teilt: schwerer ADAMTS-13-Mangel bei Aktivitaten von <12,5 % (Dreiecke), mit- 
telschwerer ADAMTS-13-Mangel mit Aktivitaten zwischen 12,5 bis 25 % (Rau- 

5 ten), leichter ADAMTS-13-Mangel mit Aktivitaten zwischen 25 bis 50 % (Kreise) 
und normale ADAMTS-13-Aktivitat mit Aktivitaten > 50 % (Vierecke). Die Er- 
gebnisse des erfindungsgemaBen Verfahrens fur die entsprechenden Proben 
sind auf der y-Achse dargestellt. Fur 71 von 72 Proben mit schwerem 
ADAMTS-13-Mangel wurden gleiche Ergebnisse anhand beider Methoden ge- 

10 funden. Fur eine Probe von einem TTP-Patienten wahrend der Plasmaphere- 
setherapie wurde in der Immun-Blotting-Methode eine Aktivitat von 0 bis 12,5 % 
gemessen, wahrend die gleiche Probe im erfindungsgemaBen Verfahren eine 
Aktivitat von 18 % aufwies. Die 19 Proben mit mittelschwerem ADAMTS-13- 
Mangel gemaB der Immun-Blotting-Methode zeigten im erfindungsgemaBen 

15 Verfahren ADAMTS-13-Aktivitaten zwischen 9 und 39 %. Fur die 64 Proben mit 
leichtem Proteasemangel gemaB der Immun-Blotting-Methode wurde mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren Aktivitaten zwischen 20 und 60 % gemessen. 
Die 127 normalen Proben gemaB der Immun-Blotting-Methode zeigten im erfin- 
dungsgemaBen Verfahren ebenfalls normale Aktivitaten von >50 %. Zusam- 

20 menfassend belegen die in Figur 4 abgebildeten Ergebnisse die gute 
Ubereinstimmung der neuen Methode mit der herkommlichen Immun-Blotting- 
Methode und beweisen damit, dass das herkdmmliche und sehr aufwandige 
Immun-Blotting erfindungsgemaB durch Messung der VWF-vermittelten 
Thrombozytenaggregation ersetzt werden kann. Die erfindungsgemaBe 

25 Methode ist reproduzierbar wie sich durch die sehr geringen Fehlergrenzen 
innerhalb einer Testreihe und zwischen verschiedenen Testreihen zeigt. 

Klinische Anwenduna des erfindungsgemaBen Verfahrens 

30 Die klinische Anwendbarkeit der neuen Methode konnte durch die an 51 Patien- 
ten erzielten Messergebnisse gezeigt werden, wobei 22 Anfalle von akuter TTP 
sowie andere thrombotische, thrombozytopenische und/oder hamolytische Er- 
krankungen untersucht wurden. Ein schwerer Mangel an ADAMTS-13-Aktivitat 
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wurde nur bei Patienten mit akuter klassischer TTP beobachtet. Patienten mit 
niedrigen Inhibitorkonzentrationen reagierten auf den Plasmaaustausch mit ei- 
nem Anstieg der ADAMTS-1 3-Aktivitat, wahrend es bei Patienten mit hoher In- 
hibitorkonzentration nicht zu einem messbaren Anstieg der ADAMTS-1 3- 

5 Aktivitat kam, obwohl die Plasmaaustausch-Therapie zur klinischen Remission 
fuhrte. Der beispielhafte Verlauf der ADAMTS-1 3-Aktivitat fur eine Patientin mit 
niedriger Inhibitorkonzentration bei Aufnahme (0,7 U/ml) ist in Figur 5 darge- 
stelit. Die Patientin wurde mit insgesamt 36 Plasmapheresitzungen innerhaib 
von 50 Tagen erfolgreich therapiert. Die Plasmatherapie fuhrt nach einem FrQh- 

10 rezidiv am Tag 14 zu einem konsistenten Anstieg der ADAMTS-1 3-Aktivitat. 
Dieser Anstieg ist eng mit dem Anstieg der Thrombozyten assoziert, welche in 
Figur 5 durch die Kreise dargestellt sind. Die Figur verdeutlicht, dass der klini- 
sche Verlauf der TTP-Episode durch die, mit dem erfindungsgemaSen Verfah- 
ren bestimmte, ADAMTS-1 3-Aktivitat wiedergespiegelt werden kann. 

15 

Die Beispiele zeigen, dass das erfindungsgemaBe diagnostische Verfahren die 
Messung der VWF-spaltenden Proteaseaktivitat von ADAMTS-1 3 erlaubt. Der 
Vergleich der erfindungsgemaSen Methode mit dem bekannten Immun-Blotting- 
Verfahren zeigt die Richtigkeit des erfindungsgemaSen Verfahrens. Das erfin- 

20 dungsgemaBe Verfahren ist reproduzierbar und erfordert im Gegensatz zur 
herkdmmlichen Immun-Blotting-Methode keine spezielle Laborausrustung oder 
besonderes Know-how. Es wird vorzugsweise uber Nacht durchgefiihrt, wobei 
die Inkubationszeit auch auf wenige Stunden oder Minuten verkurzt werden 
kann. Das erfindungsgemaBe Verfahren ist weniger zeitaufwandig als das Im- 

25 mun-Blotting. 

Mit dem erfindungsgemaBen diagnostischen Verfahren kann in jedem normal 
ausgestatteten Gerinnungslabor eine schnelle und sichere Bestimmung der 
ADAMTS-1 3-Aktivitat erfolgen. Dies erlaubt insbesondere eine schnelle Diag- 
30 nose der TTP und damit einen alsbaldigen Beginn der Therapie, was fur eine 
erfolgreiche Behandlung einer akuten Episode wesentlich ist. Der fruhzeitige 
Therapiebeginn emiedrigt die Anzahl der notwendigen Plasmaaustauschbe- 
handlungen, was die Kosten der Therapie ganz erheblich emiedrigt. 
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Patentanspruche: 

1 . Diagnostisches Verfahren zur Bestimmung der VWF-spaltenden Akti- 
vitat von ADAMTS-13 in einem Testmedium, wobei man das Testme- 
5 dium mit 0,5 bis 5 U/ml eines ADAMTS-13-freien von Willebrand Fak- 

tors (VWF) versetzt und nach Inkubation die ADAMTS-13-Aktivitat 
uber den Abfall der VWF-vermittelten Aggregation von Thrombozyten 
feststeilt. 



10 2. Diagnostisches Verfahren zur Bestimmung der VWF-spaltenden Akti- 
vitat von ADAMTS-13 in einem Testmedium, wobei man ADAMTS- 
13-freien von Willebrand Faktor (VWF) mit Thrombozyten versetzt, 
wobei die Thrombozyten aggregieren und diese Mischung dann mit 
dem Testmedium versetzt und die ADAMTS-1 3-Aktivitat uber die Dis- 

1 5 soziation der Thrombozytenaggregate bestimmt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Verfahren in Gegenwart von Ristocetin durchgef uhrt wird. 

20 4. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Feststellung des Abfalls der 
VWF-vermittelten Aggregation von Thrombozyten mit Hilfe einer 
Eichkurve vorgenommen wird, wobei fur die Erstellung der Eichkurve 
humanes Normalplasma verwendet wird, welches mit variierenden 
Mengen inaktiviertem humanem Normalplasma verdunnt ist. 

25 

5. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die Feststellung der Dissoziation 
der Thrombozyten mit Hilfe einer Eichkurve vorgenommen wird, wo- 
bei fur die Erstellung der Eichkurve humanes Normalplasma verwen- 
det wird, welches mit variierenden Mengen inaktiviertem humanem 
30 Normalplasma verdunnt ist. 



6. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass ein Serinproteaseinhibitor verwendet wird. 
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7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass kein Serinproteaseinhibitor verwendet wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeich- 
net, dass zweiwertige Kationen verwendet werden. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass keine zweiwertige Kationen verwendet werden. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeich- 
net, dass der ADAMTS-13-freie VWF an eine Festphase gebunden 
ist. 



15 11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Festphase eine partikulare Festphase ist. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Testmedium Blutplasma ist. 

20 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Testmedium Blutserum ist. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
25 zeichnet, dass das Testmedium Speichel ist. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Testmedium Liquor ist. 



30 



16. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Testmedium Zellkulturuberstand ist. 
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17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Testmedium Zellextrakt ist. 

18. Diagnose-Kit, enthaltend einen ADAMTS-13-freien VWF und Throm- 
bozyten. 

19. Diagnose-Kit nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass er 
ferner Ristocetin enthalt. 



10 20. 



Verwendung eines VWF-Aktivitats-Nachweis-Reagenzes zur Detek- 
tion der Protease ADAMTS-13. 
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